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＼論 文 内 容 要 旨
炎症性疾患のなかでも慢性関節 リウマチや慢性気管支喘息 は難治性の疾患であり,これ らの疾
患の原因にはアレルギー機序が関与 している。 これ らの疾患における炎症局所には好中球をはじ
めとする白血球の浸潤が観察 され,これ らの白血球が産生放出する種々のサイ トカインやケ ミカ
ルメディエーターなどによって複雑な炎症反応が誘発され,本来防衛反応であるべき炎症反応が
かえって組織に損傷を与えたり,ひいては臓器の機能障害を誘発することも少なくない。白血球
のなかで も好中球が末梢血 中か ら血管外へ遊出 して局所へ浸潤する機序 としては,いわゆる
chemo七axis,すなわち炎症局所で産生され る好中球走化性因子の濃度勾配 に従 って好中球が移
動するものと考えられている。好中球走化活性因子 としては,脂溶性のものとして1euko七riene
B4や血小板活性化因子(PAF)が,またペプチ ド性のものとして補体系:第五因子のフラグメ ント
であるC5a,細菌由来のfQrmylpep七ideや,最近注 目されているneutrophilactiva七ingpeptide
/interleukin8などが知 られている。 しか し,これらの因子が関節 リウマチや気管支喘息などの
実際の炎症病態においてどの程度定:量的に関与 しているかにっいては明らかにされていない。そ
こで本研究では,ア レルギー性炎症 の病態モデルであるラットのアレルギー性空気嚢型炎症 モデ
ルを用いてアレルギー性炎症における白血球の役割および炎症局所への好中球浸潤機構について
解析を行った。
[実験方法](1)アレルギー性空気嚢型炎症モデルの作成:ラ ットを抗原azobenzenearsonate
conjuga七ed-acetylbovineserumalbuminで感作 し,9日後に背部皮下 に空気8m1を注入 して
空気嚢を作成 し,その翌 日,抗原2mgを含む2%(w/v)あるいは0.8%(w/v)CMC-Na溶液
4m1を空気嚢内に注入す ることによりア レルギー性炎症を誘発 した。(2)空気嚢内液中の浸潤白
血球数の測定:ア レルギー性炎症を誘発 して一定時間経過後,ラ ットを脱血死させ空気嚢内液を
回収 し浸潤白血球数を血球計算盤を用いて測定 した。また塗末標本を作成 して空気嚢内液中の好
中球,単核球および好酸球数を測定 した。⑧血管透過性充進反応および浮腫反応の測定:血 管透
過性元進反応は13エ1標識 ヒト血清アルブミン(1311-HSA)を用いて測定 した。 ラッ トに1311-HSA1
μCiを静脈注射 し,30分後に脱血死させ,30分の問に静脈注射 した131王一HSAの何%が 空気嚢内液
中に漏出したかを測定 して,その値を血管透過性元進反応の指標とした。また空気嚢の中央部の
皮膚を皮下筋層および皮下組織 とともに直径25mエnの円形 に切 りとり,採取 した組織中の放射
活性の静脈注射 した放射活性に対す る割合(%)を 浮腫反応の指標 とした。(4>好中球走化活性の
測定:好 中球走化活性の測定 はmultiwel1一七ypeのBoydenchamberを用いて測定 した。Poresize
2μmのpolycarbonate製のmembranefilterをはさんで上室に はラッ トの腹腔をカゼイ ンで
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刺激することによって得た好中球3×106cells/0・3mlを,下室には試料 を添加 し,37℃,5%
CO、存在下で80分間インキュベー トし,上室から下室へ移動 した好中球数の割合(%)を 好中球
走化活性 の指標 とした。(5)皮内反応による浮腫の測定:13'1・HSA1μCi、と1%(w/v)Evans
blueの混合液0.2mlを静脈注射 し,その直後にLTC、+PGE、,serotoninあるいはPAFをそれ
ぞれ0.1μgずっ溶解 したTyrode溶液0.1m1を各々皮内注射 した。15分後にラットを脱血死させ,
色素漏出箇所を直径18mmの円形に切 りとり,その組織の放射活性を測定 した。組織 中の放射
活性に対す る静脈注射 した放射活性の割合(%)を 皮内反応における浮腫反応 の指標 とした。
(6)末梢血白血球減少症の誘発:0,5%(w/v)CMC-Na溶液に懸濁 したcyclophosphamideをラッ
トに経口投与するζとにより白血球減少症を誘発 した。Cyclophosphamideはアレルギー性炎症
を誘発する48時間前 に投与 しね。また皮内反応を行 う場合も48時間前に投与 した。
(7)空気嚢内液中の水溶性画分および脂溶性画分の調製:ア レルギー性炎症を誘発 して4時間後あ
るいは8時間後の空気嚢内液をoc七adecylsilylsiiicacartridge(SEP-PAKC18cartridge)に付
加 したときの素通 り画分を水溶性画分とし,またMeOHによって溶出されて くる画分を脂溶性
画分とした。(8)血小板活性化因子(PAF)による空気嚢型炎症の誘発:ラ ットに空気嚢 を作成
し,その翌 日,0.8%CMC-Na溶液2mlを空気嚢内に注入 し,その15分後 にPAFを含む0.8%
CMC-Na溶液2mlを注入することにより炎症を誘発 した。(9)好中球の血管内皮細胞への粘着測
定:ヒ ト謄帯静脈か ら単離 した血管内皮細胞にラット腹腔好中球を添加 し,5%CO・存在下,
37℃20分間インキュベー ト後,粘 着 しなか った好中球 を洗 い出 し血管内皮細胞 および粘着 し
た好中球を回収 して血球計算盤によりそれぞれの細胞数を測定 した。血管内皮細胞100個あたり
に粘着 した好中球数を好中球粘着の指標とした。⑩空気嚢内液より部分精製 した好中球走化性因
子の等電点および分子量の測定:部 分精製 した走化性因子の等電点は調製用液体等電点電気泳動
(Rotoforce11)により測定 した。等電点電気泳動により活性 フラクションを採取 し,それをゲル
濾過にかけることにより好中球走化性因子の分子量を測定 した。⑨部分精製 した好中球走化性因
子 と圭nterleukin8(IL-8)との比較:ゲ ル濾過より得 られた活性フラクションとIL-8との比較1ま
SDS-PAGEにより行 った。
[結果と考察]
第1章 アレルギー性炎症における白血球の役割解析
Cyclophosphamide投与により血中の白血球数を減少 させておくと,アレルギー性炎症を誘発
して4時 間後および8時 間後における血管透過性充進反応および浮腫反応は抑制 さμな。この結
果か ら,炎症惹起後の血管透過性充進反応および浮腫反応は,白血球依存性の反応である可能性
が明 らかとなった。また血中の白血球数減少の結果 として空気嚢内糠中の浸潤白血球数が減少 し
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たが,それに伴 って空気嚢内液中の好中球走化活性も低下 した。 この結果は,空気嚢 内液中に浸
潤 してきた白血球自身が走化性因子を産生 し,その走化性因子によってさらに白血球が浸潤 して
ヨ
くる可能性を示唆 している。一方,血管透過性元進作用をもっ物質を皮内投与すると,白血球減
少症のラウトは正常な皮内反応を示 した。 したがって,白血球は血管作動性物質や走化性因子 を
産生す ることによってアレルギー性炎症の進展に重要な役割を果たしていることが示唆された。
第2章 アレルギー性炎症における好中球走化活性の解析
アレルギー性炎症 を誘発 して4時 間後の空気嚢内液では,脂溶性画分の好中球走化活性の方が
水溶性画分の活性に比べて高かった。 しか しアレルギー性炎症惹起8時 間後では,水溶性画分の
好中球走化活性の方が脂溶性画分の活性よりも高 く,』しか も脂溶性画分の走化活性は極めて低い
レベルに減少 した。空気嚢内液を92℃,5分間熱処理すると,アレルギ」性炎症を惹起 して4時
間後および8時間後の空気嚢内液中の好中球走化活性は著 しく上昇 した。またtrypsin処理 を行
うと,4時間後の空気嚢内液中の走化活性は変化 しなかったが,8時 間後の好中球走化活性 は上
昇 した。 しか し熱処理 した後にtrypsin処理を行 うと,熱処理によって上昇 した好中球走化活性
は4時間後では約50%に,また8時間後では80%以上減少 した。これらの結果か ら,ア レルギー
性炎症における炎症局所への好中球の浸潤に関与 し七いる走化性因子 は炎症誘発後の時間によっ
て異なっていることが明 らかとなった。
第3章 アレルギー性炎症における好中球浸潤に対する血小板活性化因子(PAF)の役割
アレルギー性炎症を誘発 して8時 間後における空気嚢内液中の浸潤白血球数は,抗原液 を空気
嚢内に注入する15分前および抗原液を注入する時にPAF拮抗剤を空気嚢内に投与 して も抑制 さ.
れなかった。 しか し抗原液を注入 して4時 聞後にPAF抗原剤を空気嚢内に投与す ると白血球浸
潤は用量依存的に抑制された。8時 間後の空気嚢内液中の浸潤白血球の組成を検討 したところ,
PAF拮抗剤によって浸潤好中球数 は減少 したが,単核球数および好酸球数は変化 しなか った。
さらにPAF拮抗剤をアレルギー性炎症を誘発する15分前に静脈内投与すると8時 間後における
白血球浸潤は抑制 され,その抑制効果は空気嚢内投与の場合よりも強力であった。以上の結果か
ら,アレルギー性炎症においてPAFは好中球浸潤に重要な役割を果た していることが強 く示唆
された。
第4章 血管内皮細胞への好中球の粘着に対するPAF拮抗剤およびスチロイ ド性抗炎症薬
dexamethasoneの効果
Thrombinおよびhistamineにより好中球の血管内皮細胞ぺの粘着 は充進するが,血 管内皮細
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胞 を除 いたgelatin-coateddishへの好 中球 の粘着 は元進 しなか った ことか ら,七hrombinおよび
histamineは血管 内皮細胞 に作用 して好 中球の粘 着 を充進 させ る ことが 明 らか にな った。 また
thrombinおよびhistamineによる好 中球 の血管内皮 細 胞 へ の粘 着元 進 はPAF拮 抗剤 によ り濃
度依存 的に抑制 され ることか ら,thrombinおよびhis七amineによ り血管 内皮細 胞 か ら産生 され
るPAFが 好 中球 の粘着 を引 き起 こ してい る可 能性 が示 唆 され た。Thrombinあるい はhista.
mineによって元進す る好 中球粘着反応 は血管内皮細胞 を ステ ロイ ド性 抗炎 症薬dexamethasone
で処理 した場合 には抑制 されなか ったが,好 中球 をdexaInethasoneで3時間前 処理 してお くと
粘着反応 は抑制 された。 したが って,七hrombinあるいはhistamineによ る好 中球 の血管 内皮 細
胞へ の粘着反応に対 してdexame七hasoneは血管 内皮細胞 ではな く,好 中球 に作用す る ことによ っ
て粘着反応を抑制 する ことが明 らか にな った。
第5章 アレルギー性炎症 における好中球走化性因子の部分精製 および生化学 的性状 の解析
ア レルギー性炎症誘発後8時 間 目の空気嚢 内液 を,DEAE-cellulosecolumnにか けて素通 り
画分 を分取 し,こ れ をCM-Sepharosec。1umnに負 荷 して,0、5MNaC1を含 む0.02MTris-HCI
buffer(pH7.2)で溶 出す る ことにより好中球走化性因子 の部分精製 を行 った。部 分精 製 した好
中球走化性 因子 の等電点 は8付 近 であ ることが調製 用液 体等電点電気泳動,(Rotoforcel1)によ
り明 らかになった。 また分子量 ばゲル濾過(SephacrylS-200)によ り約14kDa(peakI)およ
び68kDa以上(peakH)と推 定 された。さ らにゲル濾過 にお けるpeakIおよびpeakII中の走
化性因子 とラットのIL-8とをSDS-PAGEによって比較 した ところ,peakIからは9.4,13.8およ
び14.5kDaの三 っのバ ン ドが,ま たpeak∬か らは29,38,52.5およ び57kDaの四つ のバ ン ドが
認 め られ,い ず れ もIL-8よりも大 きい分子量 を示 した。以上 の結果 より,ア レルギー性 炎症 を誘
発 して8時 闇後 にお ける好 中球浸潤 にはIL-8とは異 なる低分 子量 お よび高分 子量 の好 中球走 化
性 因子が関与 して いる可 能性 が示 唆された。
[総 括]
第1章 ではアレルギー性空気嚢型炎症を誘発 して4時 闇後および8時間後における血管透過性
元進反応,浮腫反応および白血球浸潤反応は炎症局所 に浸潤 して きた白血球が産生す る種々の
chemicalmedia七〇rによって誘発されている可能性を示唆 した。第2章 では炎症誘発後 の時期 に
よって好中球浸潤を引き起 こす因子が質的に異なっていることを明 らかにした。第3章 ではアレ
ルギー性炎症誘発後4-8時 間における好中球浸潤 に対 してPAFが関与 していることを明らか
にした。第4章 ではthrombinあるいはhistalnine刺激により血管内皮細胞がPAFを産生 して
好中球の粘着を元進 させていることを明 らかにした。 したがって第3章 において匿炎症局所への
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好中球浸潤をPAF拮抗剤が抑制したのは,PAF拮抗剤が好 中球 の血管内皮細胞への粘着を抑
制 したためであることを示唆 した。また好中球の内皮細胞 への粘着充進反応に対 してdexame-
thasoneは好中球に作用することによって抑制効果を発現 していることを明 らかにした。 また第
1章および第2章 で明 らかにしたようにアレルギー性炎症を誘発 して8時 聞後の空気嚢内液中の
好中球走化性因子は蛋白質性の因子である可能性が示唆 されたので,第5章 では空気嚢内液 中の
好中球走化性因子の部分精製を行い,ラットのIL-8と比較することにより,空気嚢内液中にはIL-
8は存在せず,・新規 の物質が存在 している可能性があることを示唆 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
炎症局所に過剰 に浸潤す る好中球は異物を処理する等の生体防衛反応を行 うことの他に種々の
ケ ミカルメディエーターを産生 して炎症反応を増強させ,かえって自己組織に障害を与えて しま
い生体防衛反応であるべき炎症反応を生体にとって不利な反応に導いて しまうことが考えられる。
したがって,過剰に発現する炎症反応を抑制す るためには炎症局所への好中球の浸潤を適切 に調
節することが重要になってくるであろう。そこで本研究は新 しい抗炎症薬を開発するために役立
っ理論を構築するための一環として,好中球の炎症局所への浸潤機構および炎症反応における好
中球の役割に関 して,ヒ トのアレルギー性炎症を再現 した動物モデルであるラットのアレルギー
性空気嚢型炎症モデルを活用 して解析を行い,以下の点を明 らかにした。1章 ではアレルギー性
炎症誘発後の血管透過性充進反応,浮腫反応および白血球浸潤反応は炎症局所に浸潤する白血球
が産生す る種々のケミカルメディエーターによって誘発 されることを明 らかにし,アレルギ』性
炎症誘発後の種々の炎症反応を抑制するためには,炎症局所への白血球浸潤を抑制す ることが重
要であることを示唆 した。2章 では炎症誘発後の時期 によって好中球浸潤 をひき起 こす因子が
質的に異なることを明らかにした。3章 ではア レルギー性炎症誘発後のearlyphaseから1ate
phaseにおける好中球浸潤に対 して血小板活性化因子(PAF)が関与 していることをFAF拮抗
剤を用いて明 らかにした。さらに4章ではPAF拮抗剤は好中球が血管内皮細胞 に粘着す る過程
を抑制 し,それによって炎症局所への好中球浸潤を抑制することを明らかにした。これらの結果
から,PAF拮抗剤あるいはPAF産生阻害剤はアレルギー性炎症の有用な治療薬になり得 ること
を示唆 した。またステロイ ド性抗炎症薬の好中球浸潤抑制作用機序として,ステロイ ド性抗炎症
薬の標的細胞は血管内皮細胞ではなくて好中球であることを明 らかにした。さらにステロイ ド性
抗炎症薬は血管内皮細胞が産生するPAFに対する好中球の応答性を低下させることにより好中
球の粘着を抑制 し,その結果,炎症局所への好中球浸潤を抑制する機序を明 らかにした。5章 で
はアレルギー性炎症誘発後の1atephaseにおける空気嚢内液中には,好中球走化性因子 としてす
でに知 られているLTB、,PAF,C5aおよびIL-8以外の新規の蛋白質性の因子が存在することを
明らかにし,この新規物質の産生阻害剤あるいは作用拮抗剤は,炎症局所への好中球浸潤を抑制
することによりアレルギー性炎症を軽減させる新 しいタイプの抗炎症薬になり得 る可能性を示唆
した。
以上のように本研究結果は,炎症局所への好中球浸潤を抑制するための方法論構築に役立っ多
くの注目すべき情報を提供 した。・したがって,本論文は学位論文 として十分に価値のある内容で
あると判定する。
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